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【研究目的】真核生物の DNA 複製機構において、複製ヘリカーゼとして機能する MCM(Mini-chromosome 
maintenance)複合体は Mcm2-7 の 6つのサブユニットから成る。分裂酵母において、MCM 複合体に結合するタンパ
ク質 MCM-BP(MCM binding protein) として Mcb1(MCM binding protein 1)が存在する。私たちの研究室の先行研究に
おいて、mcb1 温度感受性変異株が取得され、Mcb1 が DNA複製開始の pre-RC(pre-replication complex)形成過程に重
要な役割を果たすことが明らかにされた[1]。しかし、Mcb1 の機能には未だ不明な点が多く残されているのが現状で
ある。MCM は、分裂酵母では細胞周期を通じて核内に局在しているが、出芽酵母では核内外を行き来している。出
芽酵母には MCM-BP のオルソログは存在しないことから、両酵母における MCM の細胞内局在性の違いと MCM-
BP の存在の有無との関連性に着目した。卒業研究において、出芽酵母内で分裂酵母 Mcb1を発現制御可能とする株
を作製し、Mcb1の発現が出芽酵母の細胞周期進行に与える影響を解析した。その結果、Mcb1の発現が出芽酵母の
DNA複製開始にも阻害的に働くことを明らかにした[2]。本研究では、Mcb1の発現がどのように出芽酵母の DNA複
製開始に影響を与えているのかを明らかにすることで、MCM-BP の機能に迫ることを目的とした。 
 
【実験方法】(1)分裂酵母 Mcb1 と出芽酵母 MCM との相互作用の可能性を、分裂酵母 Mcb1 を出芽酵母内で発現誘
導可能した株を用いて免疫沈降法により検証した。また、Mcb1 の発現が出芽酵母 MCM の細胞内局在に与える影
響を、Mcm4-GFP の細胞内局在解析で評価した。(2)卒業研究より、Mcb1 の発現は既に形成された pre-RC には影響
を及ぼさないことが示唆されている[2]。そこで、Mcb1 の発現が既に形成された pre-RC を構成する MCM 複合体に
は影響を及ぼさないという可能性をより詳細に検証することとした。細胞周期を pre-RC形成済みの G1 期に維持し
た状態で、Mcb1 の発現が出芽酵母 MCM の細胞内局在に与える影響を、Mcm4-GFP の細胞内局在解析で評価した。
また、その時の複製起点における Mcm4-GFP の局在をクロマチン免疫沈降及び qPCR(ChIP-qPCR)法によって検証し
た。(3)出芽酵母内において Mcb1 の発現を低く抑えた株を作製するため、Tet-OFF システムを利用した株の作製を
行った。 
 
【実験結果と考察】(1) 出芽酵母内で発現した分裂酵母 Mcb1 は出芽酵母 Mcm7 とのみ相互作用していた。またそ
の時、Mcb1 の発現によって Mcm4-GFP の核局在性は失われていた。このことから、分裂酵母 Mcb1 は出芽酵母
Mcm7 と相互作用することによって MCM の核局在性に影響を及ぼしている可能性が示唆された。(2) 細胞周期を
G1 期に維持した状態で Mcb1 を発現させたところ、(1)と同様に Mcm4-GFP の核局在性が消失した。しかし、その
状況下に於ける Mcm4-GFP の複製起点への結合状態を ChIP-qPCR 法により解析したところ、Mcb1 非発現のコント
ロールと比較して大きな変化は見られなかった。MCM 複合体には形成された pre-RCの構成要素として働いている
ものとそうでないものが存在していることが示唆されている。このことから、観察された Mcm4-GFP の局在変化は
形成済みの pre-RC に含まれてない MCM 複合体によるものであり、Mcb1 の発現は既に形成された pre-RC の構成
要素としての MCM 複合体には影響を及ぼさないことが強く示唆された。(3) Tet-OFF システムに必要な、Tet-OFF
調節プラスミドと応答発現プラスミドの 2 種類を出芽酵母染色体上に挿入した候補株を取得し、Mcb1 の発現誘導
の確認に成功した。それにより、Mcb1 の発現量を低く抑えた状態での、出芽酵母の細胞周期への影響や MCM への
影響の検証も可能となった。 
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